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ВВЕДЕНИЕ
Болезни, связанные с поражением хрящевой тка-
ни сустава – важнейшая проблема здравоохранения, 
особенно в странах с высокой продолжительностью 
жизни.
Выделяют три типа хрящевой ткани (эластиче-
ский, волокнистый и гиалиновый), различающиеся 
по биохимическому составу и структуре внеклеточ-
ного матрикса (ВКМ), определяющих механические 
свойства и локализацию этого вида соединительной 
ткани в организме [1].
Наиболее распространённым в организме яв-
ляется третий тип – гиалиновый хрящ с его уни-
кальными механическими и функциональными 
свойствами [2, 3], что обусловлено его особой 
структурой – переплетенными волокнами колла-
гена II типа в комбинации с высоким содержани-
ем протеогликанов. Гиалиновый хрящ участвует 
в образовании наружного носа, трахеи, бронхов и 
большинства суставов. Суставной хрящ взрослого 
человека имеет ограниченные возможности вос-
становления как после дегенеративных и ревмати-
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медицинским клеточным продуктам, для лечения 
различных патологических состояний хрящевой 
ткани. В обоих случаях для создания КИК хряще-
вой ткани клеточный компонент предварительно 
культивируют in vitro на трехмерном биорезорбиру-
емом/биодеградируемом матриксе (рис. 1 и 2).
Один из подходов – стимулирование регенера-
ции поврежденного хряща путем имплантации in 
situ КИК хрящевой ткани, состоящей из биорезор-
бируемого матрикса, аутологичных хондроцитов 
(АХ) и/или стволовых клеток, а также индукцион-
ной хондрогенной среды, содержащей необходи-
мые сигнальные биомолекулы (рис. 1).
Второй подход заключается в формировании 
ТИК хряща в биореакторе (рис. 2), обеспечивающей 
in vitro необходимые условия (микроокружение, 
ниша) для жизнедеятельности, дифференцировки 
и пролиферации для клеточной компоненты КИК 
хрящевой ткани. Полученные в биореакторе ТИК 
хрящевой ткани при необходимости моделируют с 
последующей имплантацией пациенту для полной 
или частичной замены поврежденного хряща.
При использовании КИК хрящевой ткани для 
стимулирования регенерации поврежденного хря-
ща основная функция матрикса сводится к доставке 
и удержанию клеток в месте повреждения хряща, 
а также обеспечению клеткам условий для их жиз-
недеятельности в течение времени, достаточного 
для запуска процессов восстановления хрящевой 
ткани.
При создании КИК хряща в биореакторе матрикс 
играет роль временного искусственного внеклеточ-
ного матрикса, обеспечивающего вместе с сигналь-
ческих заболеваний, так и после травматических 
повреждений [4]. В настоящее время в широкой 
клинической практике надежных методов лечения 
поврежденных суставных хрящей, обеспечиваю-
щих длительный терапевтический эффект, нет.
Описанная ситуация явилась движущей силой 
многочисленных исследований по разработке но-
вых подходов к восстановлению поврежденных 
хрящевых тканей, в том числе основанных на ис-
пользовании технологий тканевой инженерии и ре-
генеративной медицины [5].
Отсутствие кровоснабжения и низкий уровень 
метаболизма из-за малого количества клеток в еди-
нице объема ткани приводят к тому, что полноцен-
ная репаративная регенерация суставного хряща 
возможна лишь при небольших по площади по-
вреждениях [6].
Известен ряд хирургических методов для вос-
становления поврежденных хрящевых тканей сус-
тавов (табл. 1) [5, 7–14].
Целью данного обзора является анализ состоя-
ния и перспектив исследований, направленных на 
разработку и экспериментально-клиническое при-
менение клеточно- и тканеинженерных конструк-
ций для восстановления поврежденного суставного 
хряща или полной его замены.
ТЕХНОЛОГИИ ВОССТАНОВЛЕНИЯ 
И ЗАМЕЩЕНИЯ ПОВРЕЖДЕННЫХ 
ХРЯЩЕВЫХ ТКАНЕЙ
Существует два основных подхода к использова-
нию клеточно- или тканеинженерных конструкций 
(КИК и ТИК соответственно), относящихся к био-
Таблица 1
Хирургические методы для восстановления поврежденных хрящевых тканей суставов
Surgical methods for repairing damaged articular cartilage
Методики Особенности
Эндопротезирование
Наиболее часто используемая техника.
Способ имеет такие недостатки, как ограниченный срок службы 
имплантата и многочисленные противопоказания (возраст 
и сопутствующие патологии)
Шейвинг
Основаны на стимуляции пролиферации мультипотентных 
мезенхимальных клеток-предшественников костного мозга 
субхондральной кости для формирования волокнистого хряща, 
значительно уступающего гиалиновому по механическим свойствам
Абразивная хондропластика
Операция создания «микропереломов»
Туннелизация субхондральной кости
Трансплантация надкостницы
Трансплантация костно-хрящевых 
аллотрансплантатов
Методики непосредственного замещения хряща. В этом случае 
волокнистый хрящ образуется только на переходах.
Аллотрансплантация снижает приживаемость трансплантата, 
а аутотрансплантация ограничивается недостатком материала и требует 
биопсии, повреждающей здоровый хрящ
Мозаичная хондропластика
Аутотрансплантация хряща
Способы лечения с использованием 
технологий тканевой инженерии 
и регенеративной медицины
Свойства созданной таким способом хрящевой ткани определяются 
многими параметрами, в том числе источником клеток, типом скаффолда 
для прикрепления клеток, методом посева клеток, составом культуральной 
среды, доступом питательных веществ, факторами дифференцировки 
и механической стимуляцией
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ными биомолекулами необходимые условия как для 
пролиферации и дифференцировки стволовых кле-
ток, так для синтеза дифференцированных клеток 
собственного внеклеточного матрикса (ВКМ).
Рассмотрим имеющиеся результаты по этим 
двум направлениям.
I. Технологии стимулирования 
регенерации поврежденной 
хрящевой ткани
В связи с ограниченными возможностями вос-
становления суставного хряща взрослого человека 
практически все работы по стимулированию про-
Рис. 1. Клеточно-инженерная конструкция для регенерации поврежденной хрящевой ткани in situ [51]
Fig. 1. Cell-engineered construct for the regeneration of damaged cartilage tissue in situ [51]
Рис. 2. Формирование тканеинженерной конструкции из клеточно-инженерной конструкции в биореакторе [51]
Fig. 2. Formation of cell-engineered construct from tissue-engineered construct in bioreactor [51]
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цессов регенерации поврежденной хрящевой ткани 
направлены именно на разработку способов лече-
ния заболеваний суставов [4].
Остеоартроз (ОА) – заболевание перифериче-
ских и/или центральных (позвоночных) суставов с 
деструкцией суставного хряща и дегенеративными 
изменениями в эпифизах сочленяющихся костей, 
с формированием субхондральных костных кист и 
краевых костных разрастаний [15]. В основе забо-
левания лежит изнашивание, истончение и гибель 
суставного хряща с выпадением его амортизацион-
ной функции. Заболеваемость ОА в России занима-
ет лидирующее место среди болезней суставов и 
наблюдается практически во всех возрастных груп-
пах [15]. Распространенность ОА в нашей стране 
составляет более 20 на 1000 населения в возраст-
ной группе от 18 лет и старше. Ежегодно в России 
регистрируется около 600 тыс. новых случаев ОА. 
Прогнозируют, что к 2020 г. встречаемость ОА в по-
пуляции может достичь 57%. При этом наблюдает-
ся тенденция роста заболеваемости за счет возраст-
ной группы моложе 45 лет. В настоящее время в 
широкой клинической практике надежных методов 
лечения ОА, обеспечивающих длительный терапев-
тический эффект, нет.
Описанная ситуация явилась движущей силой 
многочисленных исследований по разработке но-
вых подходов к лечению дефектов хрящевых тка-
ней, основанных на использовании технологий тка-
невой инженерии и регенеративной медицины [5].
В последнее время для лечения дефектов хря-
щевой ткани суставов разработан ряд биомедицин-
ских клеточных продуктов, представляющих собой 
либо суспензию клеток, как правило, аутологичных 
хондроцитов (АХ), либо КИК, состоящих из АХ 
на биодеградируемом носителе (синонимы: мат-
рикс, скаффолд) разнообразной природы (табл. 2) 
[16–19].
Таблица 2
Характеристика основных биомедицинских клеточных продуктов для лечения дефектов 
хрящевой ткани
Characteristics of the main biomedical cell products for treatment of defects of cartilage
Название продукта Компания-изготовитель, страна Описание продукта
Фаза клинического 
внедрения
Carticel®
Genzyme corp., США
АХ Широкое клиническое использование
MACI® Мембрана из животного коллагена I типа с АХ
III фаза клинических 
испытаний
Chondrogen® Osiris Theraputics Inc., США МСК II фаза клинических испытаний
MACI®Chondro-gide® Genzyme Biosurgery, Дания Двухслойная мембрана из свиного коллагена I и III типа с АХ
Широкое клиническое 
использование
NeoCart™ Histogenics, США АХ, культивированные в биореакто-ре с коллагеном I типа
Широкое клиническое 
использование
Cartipatch® Tissue Bank of France, Франция
Растительный гидрогель из агарозы 
и альгината с АХ
Широкое клиническое 
использование
ChondroCelect® Tigenix N.V., Бельгия АХ III фаза клинических испытаний
Chondron™ SewonCellontech, Корея Фибриновый гель с АХ Широкое клиническое использование
BioSeed®-C
Bio Tissue Technologies 
GmbH, Германия, Швейца-
рия, Италия
Матрикс на основе сополимера поли-
гликолевой/полимолочной кислоты 
с полидиоксаном, содержащий АХ
Широкое клиническое 
использование
CaReS Arthro Kinetics, Германия Матрикс из коллагена I типа, полу-ченного из крысиных хвостов с АХ
Широкое клиническое 
использование
DeNovo-NT Zimmer Biomet, США Измельченный ювенильный аллоген-ный хрящ и фибриновый клей с АХ
Широкое клиническое 
использование
ARTROcell 3D® co.don® AG, Германия АХ Клиническое использование
Cartilink™-1
Interface Biotech A/S, Дания
АХ Клиническое использование
Cartilink™-2 Пересадка АХ, закрытых коллагеновой мембраной
Клиническое 
использование
NOVOCART™ Tetec Tissue Engineering 
Technologies AG Германия
АХ Клиническое использование
NOVOCART™3D Матрикс из коллагена и хондроитинсульфата и АХ
Клиническое 
использование
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Заметим, что свойства созданной с помощью 
клеточных технологий хрящевой ткани определя-
ются многими параметрами, в том числе источни-
ком клеток, типом скаффолда для прикрепления 
клеток, методом посева клеток, составом культу-
ральной среды, доступом питательных веществ, 
факторами дифференцировки и механической сти-
муляцией [20, 21].
В зависимости от медицинских показаний воз-
можно использование хондроцитов, мультипотен-
тных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК) 
из различных источников (в основном из костного 
мозга (КМ) и жировой ткани (ЖТ), клеток-пред-
шественников из надкостницы и надхрящницы или 
генетически-модифицированных клеток [22–25].
Методы клеточной трансплантации и матрикс-
ной (на носителе) имплантации АХ не лишены 
недостатков [26, 27]. Основными из них являются 
травматичность биопсии здорового участка хряща 
и возможность дедифференцировки хондроцитов в 
условиях in vitro, включая фибробластоподобную 
перестройку. Кроме того, трансплантированные в 
суспензии или имплантированные на матриксе АХ 
часто формируют волокнистый, а не гиалиновый 
хрящ, что приводит только к частичному восста-
новлению хрящевой ткани. Известно, что культиви-
руемые в монослое хондроциты имеют тенденцию 
вырабатывать преимущественно коллаген I типа и 
терять способность образовывать внеклеточный 
матрикс (ВКМ) [28, 29]. В связи с этим в качестве 
альтернативы исследуется вариант замены АХ на 
ММСК, которые обладают мультилинейным потен-
циалом дифференцировки в адипогенном, остео-
генном и хондрогенном направлениях [30, 31].
В последнее время для получения эквивалента 
хрящевой ткани разрабатывают КИК с примене-
нием биодеградируемых трехмерных полимерных 
матриксов различной природы в виде гидрогелей, 
губок или волокнистых сеток [32, 33]. Отметим, что 
благодаря сходной с природным ВКМ структурой 
большой интерес представляют полученные мето-
дом электроспиннинга скаффолды, образованные из 
полимерных нано- и микроволокон [34, 35]. Среди 
природных полимеров для изготовления матриксов 
можно выделить коллаген I и II типа, гиалуроновую 
кислоту, фибрин, альгинат, желатин и хитозан [32]. 
Показано, что скаффолды на основе коллагена и ги-
алуроновой кислоты поддерживают хондрогенную 
дифференцировку стволовых клеток [30, 36].
Наибольший, с нашей точки зрения, интерес 
представляют собой матриксы из многокомпонент-
ных гидрогелей, получаемых из внеклеточного мат-
рикса тканей сельскохозяйственных животных, и от-
носящихся к так называемым биомиметикам ВМК, 
обеспечивающих сходные с ВМК микроокружение 
для роста клеток [37]. К таким биомиметикам ВКМ 
относится биополимерный микроструктурирован-
ный коллагенсодержащий гидрогель (БМКГ-мат-
рикс) – многокомпонентный продукт из природных 
соединений [38]. Функциональная эффективность 
БМКГ-матрикса была доказана, например, при ле-
чении гонартроза и травматических повреждениях 
периферических нервов [39, 40].
Схожими биостимулирующими свойствами об-
ладают матриксы, полученные из натурального 
хряща физическими и химическими методами де-
целлюляризации [41, 42]. Таким образом, естест-
венный матрикс хряща может служить временным 
каркасом и одновременно быть стимулом для ткане-
вой регенерации [43]. Предполагается, что создание 
композитного скаффолда из децеллюляризирован-
ного хряща и биоматериала может повысить биоме-
ханическую прочность ткани [44].
Кроме природных полимеров для создания КИК 
привлекают биодеградируемые синтетические 
трехмерные матриксы на основе полимолочной, 
полигликолевой кислот, полиэтиленоксида, поли-
ангидрида и олиго-поли(этиленгликоль)-фумарата, 
PuraMatrix™ – гидрогеля на основе синтетических 
пептидов и т. д. [45, 46]. Также применяют синте-
тические матриксы из полимолочной и полиглико-
левой кислот. Важным параметром скаффолдов для 
ТИК является их пористость [47].
Таким образом, одним из перспективных под-
ходов к лечению ОА является стимулирование 
восстановительных процессов поврежденного сус-
тавного хряща путем введения in situ биомедицин-
ского клеточного продукта в виде КИК хрящевой 
ткани, включающей в себя следующие компоненты 
[48, 49]:
– биодеградируемый биополимерный матрикс с 
биостимулирующими свойствами, выполняю-
щий роль временного биоискусственного вне-
клеточного матрикса;
– ММСК, выделенные из эндогенных источников 
у пациента (аутологичные клетки) или от доно-
ров (аллогенные клетки) и способные формиро-
вать функционирующий ВКМ;
– биоактивные молекулы (цитокины, факторы 
роста), стимулирующие пролиферативный и 
дифференцировочный потенциал ММСК.
В серии проведенных экспериментальных иссле-
дований было показано, что биологически безопас-
ным и эффективным для стимуляции регенерации 
поврежденного суставного хряща является исполь-
зование КИК хрящевой ткани человека, состоящей 
из биомедицинского коллагенсодержащего матрик-
са в виде геля, аллогенных ММСК ЖТ человека и 
индукционной хондрогенной среды [50, 51].
Исследование функциональной эффективности 
КИК хрящевой ткани человека для регенерации сус-
тавного хряща было проведено на эксперименталь-
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ной модели адъювантного артрита (кролики-самки 
Советская шиншилла) с дальнейшим развитием в 
ОА в сочетании с клиническими, биохимическими, 
рентгенологическими и гистохимическими иссле-
дованиями (рис. 3) [52].
На 90-е сутки модели ОА обнаружено, что внут-
рисуставное введение описанного матрикса с МСК 
ЖТ человека в левый коленный сустав (n = 3) че-
рез 30 суток после моделирования ОА (рис. 3, б), 
в отличие от правого сустава (отрицательный конт-
роль, n = 3), рис. 3, а, стимулирует процессы восста-
новления структуры хрящевой ткани. Наблюдается 
формирование «колонок» хондроцитов, появление 
во внутриклеточном матриксе изогенных групп и 
восстановление его структуры. Можно предполо-
жить, что регенерационная активность КИК хря-
щевой ткани человека обусловлена их активирую-
щим действием на процессы миграции стволовых 
клеток из окружающих тканей в зону поражения с 
последующей их дифференцировкой. Заметим, по 
данным рентгенологических исследований нельзя 
было судить ни о динамике развития ОА коленных 
суставов, ни о процессах репаративной регенера-
ции гиалинового хряща при внутрисуставном вве-
дении биомедицинского клеточного продукта КИК 
хрящевой ткани человека.
В литературе описаны методы тканевой инже-
нерии хряща, не требующие скаффолда. В этом 
случае развитие новой ткани происходит лишь под 
действием гипоксии, факторов роста, связывающе-
го агента лизилоксидазы и биомеханической сти-
муляции, как правило, гидростатического давления 
[53–57].
Отметим, что технологии применения КИК хря-
щевой ткани как биомедицинского клеточного про-
дукта для регенерации поврежденного суставного 
хряща не решает проблему создания биоискусст-
венных хрящевых имплантатов для заместительной 
и реконструктивной хирургии.
Структурные особенности многокомпонентного 
ВКМ хряща позволяют ему выдерживать высокие 
нагрузки. Для формирования такой организации 
in vitro необходимы условия, включающие опреде-
ленные механические воздействия, которые можно 
обеспечить только в специализированных устройс-
твах – биореакторах [58].
II. Выращивание элементов 
хрящевой ткани в биореакторах
Хрящевые составляющие опорно-двигательного 
аппарата человека подвергаются воздействию био-
механических сил, таких как направленное сжатие, 
растяжение, сила сдвига, гидростатическое давле-
ние, электрический градиент и изменение рН [59]. 
Динамические процессы, происходящие в хряще 
под действием описанных факторов, являются не 
только результатом структурных и химических 
свойств ткани, но и определяют ее морфологиче-
ские особенности.
Рис. 3. Гистологическая структура хряща суставов большой берцовой кости кролика на экспериментальной модели 
ОА на 120-е сутки от начала эксперимента: а – правый коленный сустав через 90 суток после моделирования ОА 
(отрицательный контроль); б – левый коленный сустав через 90 суток после моделирования ОА и 60 суток после 
внутрисуставного введения КИК ХТч. Окраска – гематоксилин и эозин. ×200 [52]
Fig. 3. The histological structure of the cartilage in the joints of the tibia in the rabbit experimental model of OA 120 days 
from the start of the experiment: а – the right knee joint after 90 days after modeling OA (negative control); б – left knee joint 
after 90 days after modeling OA and 60 days after cell-engineered construct of human cartilage intraarticular administration. 
Colouring with hematoxylin and eosin (×200) [52]
а б
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Биореакторы – аппараты, способные повысить 
качество хрящевых имплантатов за счет создания in 
vitro условий, максимально приближенных к естес-
твенным [60, 61]. В связи с этим описываемые ус-
тройства должны обеспечивать физиологическую 
нагрузку на хондроциты, а также, улучшить пита-
ние клеток, транспорт к ним газов и выведение про-
дуктов обмена веществ [62]. Основные типы конс-
трукций биореакторов приведены на рис. 4 [63, 64].
Большинство существующих биореакторов для 
создания хрящевой ткани основаны на имитации 
механических нагрузок в суставе in vivo. К ним 
относятся системы, основанные на действии силы 
сдвига, гидростатического давления, растяжения, 
сжатия, перфузии [63, 65]. Также созданы конструк-
ции, в которых в качестве стимулов при культиви-
ровании КИК хрящевой ткани используют элект-
рическое поле, ультразвук и центробежную силу. 
Кроме того, можно выделить системы, основанные 
на комбинации вышеперечисленных воздействий.
Несмотря на различия объектов исследования 
и режимов нагрузки, анализ литературных данных 
позволил выявить основные эффекты, обусловлен-
ные видом воздействия (табл. 3).
Культуры клеток обычно изучают в подобных 
системах для установления последствий описанных 
воздействий и подбора режимов работы, тогда как 
КИК культивируют уже в качестве функциональной 
замены ткани. Стандартные условия культивирова-
ния для хрящевой ткани: температура 37 °С, отно-
сительная влажность 90–100%, содержание в газо-
вой смеси CO2 – 5% и О2 – 20%.
Имеющийся основной экспериментальный опыт 
применения биореакторов при создании ТИК сус-
тавного хряща суммирован в табл. 4.
Системы, основанные на ультразвуке
Исследовали воздействия ультразвука на челове-
ческие ММСК КМ, заселенные на скаффолдах из 
простого полиуретана размером 5 × 2,5 мм и поме-
щенные в биореактор. Было показано, что ультра-
звук с частотой 5,0 МГц увеличивает пролиферацию 
клеток, выработку ГАГ и уровень экспрессии хон-
дроцит-специфических генов, в том числе SOX-9 
[66, 67, 104, 105].
Рис. 4. Основные типы биореакторов [63, 64]: а – система, включающая вращающийся сосуд; б – система, основанная 
на комбинации гидростатического давления и перфузии; в – система, основанная на растяжении; г – система, осно-
ванная на сжатии; д – незамкнутая система, основанная на перфузии; е – замкнутая система, основанная на перфузии; 
ж – система, основанная на воздействии электрического поля; з – система, основанная на воздействии ультразвука
Fig. 4. Basic types of bioreactors [63, 64]: а – system comprising a rotating vessel; б – system, based on the combination of 
hydrostatic pressure and perfusion; в – system, based on stretching; г – system, based on compression; д – open system, based 
on perfusion; е – closed system, based on perfusion; ж – system, based on the infl uence of an electric fi eld; з – system, based 
on ultrasound
Таблица 3
Эффекты механической, ультразвуковой, 
электрической и магнитной стимуляции 
суставного хряща
The effects of mechanical, ultrasonic, electrical and 
magnetic stimulation of the articular cartilage
Вид воздействия Эффект
Механическая стимуляция Увеличение синтеза глико-аминогликанов (ГАГ)
Ультразвуковая стимуля-
ция Увеличение синтеза ГАГ
Электрическая стимуля-
ция Увеличение синтеза ВКМ
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ри
те
ль
но
го
 к
ул
ьт
ив
ир
ов
ан
ия
 М
С
К
 н
а 
по
ри
ст
ы
х 
ск
аф
ф
ол
да
х 
со
ст
ав
ля
л 
4 
су
то
к.
 К
ул
ьт
ур
ал
ьн
ую
 с
ре
ду
 в
 р
еа
кт
ор
е 
м
ен
ял
и 
дв
аж
ды
 в
 н
ед
ел
ю
K
an
g 
et
 a
l. 
[7
4]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ри
м
ен
ен
ии
 с
ил
ы
 
сд
ви
га
М
М
С
К
 Ж
Т
 к
ро
ли
ка
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
М
ик
ро
но
си
те
ль
 C
yt
od
ex
О
це
ни
ва
ли
 с
ко
ро
ст
ь 
хо
нд
ро
ге
нн
ой
 д
иф
ф
ер
ен
ци
ро
вк
и 
в 
би
ор
еа
кт
ор
е 
с 
вр
ащ
а-
ю
щ
ей
ся
 с
те
нк
ой
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А
вт
ор
ы
Т
ип
 б
ио
ре
ак
то
ра
Т
ип
 к
ле
то
к/
 В
ид
 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ни
я
П
ри
ро
да
 с
ка
ф
ф
ол
да
О
со
бе
нн
ос
ти
Li
 
et
 a
l. 
[7
5]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ри
м
ен
ен
ии
 с
ил
ы
 
сд
ви
га
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
Н
ан
он
ит
и 
из
 п
ол
и-
L-
м
о-
ло
чн
ой
 к
ис
ло
ты
К
ом
м
ер
че
ск
и 
до
ст
уп
на
я 
си
ст
ем
а 
с 
вр
ащ
аю
щ
им
ис
я 
ст
ен
ка
м
и 
со
су
да
 
(S
yn
th
ec
on
, С
Ш
А
), 
гд
е 
пр
ов
од
ил
и 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ни
е 
в 
те
че
ни
е 
42
 д
не
й.
 З
ам
ен
у 
ку
ль
ту
ра
ль
но
й 
ср
ед
ы
 п
ро
из
во
ди
ли
 к
аж
ды
е 
тр
ое
 с
ут
ок
A
km
al
 
et
 a
l. 
[7
6]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ри
м
ен
ен
ии
 с
ил
ы
 
сд
ви
га
Б
ы
чь
и 
и 
че
ло
ве
че
с-
ки
е 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
А
ль
ги
на
т
К
ом
м
ер
че
ск
и 
до
ст
уп
на
я 
си
ст
ем
а 
с 
вр
ащ
аю
щ
им
ис
я 
ст
ен
ка
м
и 
со
су
да
 
(S
yn
th
ec
on
, С
Ш
А
) м
од
ел
ь 
R
C
C
S,
 гд
е 
в 
те
че
ни
е 
19
 д
не
й 
из
уч
ал
и 
вл
ия
ни
е 
вр
а-
щ
ен
ия
 н
а 
кл
ет
ки
, п
ом
ещ
ен
ны
е 
в 
ал
ьг
ин
ат
ны
е 
сф
ер
ы
C
ha
ng
 
et
 a
l. 
[7
7]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ри
м
ен
ен
ии
 с
ил
ы
 
сд
ви
га
C
ви
ны
е 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
Ж
ел
ат
ин
К
ул
ьт
ив
ир
ов
ан
ие
 в
 д
ву
хк
ам
ер
но
м
 б
ио
ре
ак
то
ре
 п
ро
хо
ди
ло
 д
о 
4 
не
де
ль
 с
 п
ос
то
-
ян
ны
м
 п
ер
ем
еш
ив
ан
ие
м
 п
ри
 с
ко
ро
ст
и 
50
 о
бо
ро
то
в 
в 
м
ин
ут
у 
и 
еж
ен
ед
ел
ьн
ой
 
см
ен
ой
 к
ул
ьт
ур
ал
ьн
ой
 с
ре
ды
С
и
ст
ем
ы
, о
сн
ов
ан
н
ы
е 
н
а 
п
ер
ф
уз
и
и
C
he
n 
et
 a
l. 
[7
8]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
C
ви
ны
е 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
А
га
ро
за
К
И
К
 к
ул
ьт
ив
ир
ов
ал
и 
пр
и 
по
ст
оя
нн
ой
 с
ко
ро
ст
и 
по
то
ка
 0
,0
14
–0
,1
4 
м
л/
м
ин
 
с 
ув
ел
ич
ен
ие
м
 д
о 
5 
м
л/
м
ин
 н
а 
30
 м
ин
ут
 к
аж
ды
е 
су
тк
и.
 П
ро
до
лж
ит
ел
ьн
ос
ть
 
эк
сп
ер
им
ен
та
 с
ос
та
вл
ял
а 
14
 с
ут
ок
M
iz
un
o 
et
 a
l. 
[7
9]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
К
ол
ла
ге
но
вы
е 
гу
бк
и
С
ко
ро
ст
ь 
по
то
ка
 с
ре
ды
 и
з р
ез
ер
ву
ар
а 
че
ре
з я
че
йк
у 
со
ст
ав
ля
ла
 0
,3
3 
м
л/
м
ин
. 
В
 э
то
й 
си
ст
ем
е 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ли
 и
м
м
об
ил
из
ов
ан
ны
е 
на
 к
ол
ла
ге
но
вы
х 
гу
бк
ах
 
хо
нд
ро
ци
ты
 в
 т
еч
ен
ие
 1
5 
дн
ей
Su
n 
et
 a
l. 
[8
0]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Ч
ел
ов
еч
ес
ки
е 
хо
нд
-
ро
ци
ты
/ т
ре
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ор
ис
ты
й 
β-
тр
ик
ал
ьц
ий
 
ф
ос
ф
ат
К
ул
ьт
ив
ир
ов
ал
и 
од
но
вр
ем
ен
но
 д
иф
ф
ер
ен
ци
ро
ва
нн
ы
е 
из
 М
М
С
К
 К
М
 х
он
др
о-
ци
ты
 и
 о
ст
ео
бл
ас
ты
. С
ко
ро
ст
ь 
по
то
ка
 с
ос
та
вл
ял
а  
3,
5 
м
л/
м
ин
, п
ри
 э
то
м
 п
от
ок
 
по
ст
уп
ал
 в
 я
че
йк
у 
с 
об
ра
зц
ам
и 
св
ер
ху
. В
се
 у
ст
ро
йс
тв
о 
по
м
ещ
ал
и 
в 
ин
ку
ба
то
р
Sh
ah
in
 
et
 a
l. 
[2
0]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Ч
ел
ов
еч
ес
ки
е 
хо
нд
-
ро
ци
ты
/ т
ре
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ол
иг
ли
ко
ли
д
К
ул
ьт
ив
ир
ов
ан
ие
 п
ро
ис
хо
ди
ло
 5
 н
ед
ел
ь 
пр
и 
ск
ор
ос
тя
х 
по
то
ка
 0
,0
75
 и
 0
,2
 м
л/
м
ин
. Т
ри
 к
ол
он
оч
ны
х 
би
ор
еа
кт
ор
а 
од
но
вр
ем
ен
но
 п
ом
ещ
ал
и 
в 
ин
ку
ба
то
р.
 
О
бъ
ем
 ц
ир
ку
ли
ру
ю
щ
ей
 к
ул
ьт
ур
ал
ьн
ой
 с
ре
ды
 д
ля
 к
аж
до
го
 с
ос
та
вл
ял
 2
00
 м
л,
 
пр
ич
ем
 к
аж
ды
е 
3 
дн
я 
10
0 
м
л 
за
м
ен
ял
и 
на
 н
ов
ую
 с
ре
ду
Li
ao
 
et
 a
l. 
[8
1]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Х
он
др
оц
ит
ы
/ т
ре
х-
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
М
ик
ро
во
ло
кн
а 
из
 п
о-
ли
ка
пр
ол
ак
то
на
, п
ол
у-
че
нн
ы
е 
м
ет
од
ом
 э
ле
кт
-
ро
сп
ин
ни
нг
а
К
ле
тк
и 
в 
те
че
ни
е 
9 
су
то
к 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ли
 в
 п
ри
 с
ко
ро
ст
и 
по
то
ка
 0
,3
 м
л/
м
ин
. 
За
те
м
 п
ол
уч
ен
ны
е 
об
ра
зц
ы
 д
ец
ел
лю
ля
ри
зи
ро
ва
ли
 д
ля
 с
оз
да
ни
я 
ко
м
пл
ек
сн
ог
о 
ск
аф
ф
ол
да
 и
з д
ец
ел
лю
ля
ри
зи
ро
ва
нн
ог
о 
хр
ящ
а 
и 
би
ом
ат
ер
иа
ла
Pa
zz
an
o 
et
 a
l. 
[8
2]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ол
и-
L-
м
ол
оч
на
я 
ки
сл
от
а 
и 
по
ли
ги
др
ок
си
ал
ка
но
ат
Л
ин
ей
на
я 
ск
ор
ос
ть
 п
от
ок
а 
пр
и 
пр
ох
ож
де
ни
и 
че
ре
з д
ис
ки
, з
ас
ел
ен
ны
е 
кл
ет
ка
-
м
и,
 с
ос
та
вл
ял
а 
1 
м
м
/с
. В
ре
м
я 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ни
я 
со
ст
ав
ля
ло
 1
4 
су
то
к
D
av
is
so
n 
et
 a
l. 
[8
3]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
О
ве
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ол
иг
ид
ро
кс
иа
лк
ан
оа
т
К
ле
тк
и 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ли
 в
 т
еч
ен
ие
 7
 д
не
й 
пр
и 
ра
зн
ы
х 
ск
ор
ос
тя
х 
по
то
ка
: 1
1 
и 
17
0 
м
км
/м
ин
Tr
an
 
et
 a
l. 
[8
4]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
C
ви
ны
е 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
А
га
ро
за
В
ре
м
я 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ни
я 
со
ст
ав
ля
ло
 4
 н
ед
ел
и
Fo
rs
ey
 
et
 a
l. 
[8
5]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Ч
ел
ов
еч
ес
ки
е 
хо
н-
др
оц
ит
ы
; М
М
С
К
 
че
ло
ве
ка
/ т
ре
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
А
ль
ги
на
т-
хи
то
за
н
В
ре
м
я 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ни
я 
со
ст
ав
ля
ло
 4
 н
ед
ел
и
П
ро
до
лж
ен
ие
 т
аб
л.
 4
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А
вт
ор
ы
Т
ип
 б
ио
ре
ак
то
ра
Т
ип
 к
ле
то
к/
 В
ид
 
ку
ль
ти
ви
ро
ва
ни
я
П
ри
ро
да
 с
ка
ф
ф
ол
да
О
со
бе
нн
ос
ти
M
ah
m
ou
di
fa
r 
et
 a
l. 
[8
6]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 п
ер
ф
уз
ии
Ч
ел
ов
еч
ес
ки
е 
хо
нд
-
ро
ци
ты
/ т
ре
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ол
иг
ли
ко
ле
ва
я 
ки
сл
от
а
К
ле
тк
и,
 за
се
ле
нн
ы
е 
в 
ди
ск
и 
то
лщ
ин
ой
 4
,7
5 
и 
2,
15
 м
м
, к
ул
ьт
ив
ир
ов
ал
и 
5 
не
де
ль
С
и
ст
ем
ы
, о
сн
ов
ан
н
ы
е 
н
а 
р
ас
тя
ж
ен
и
и
M
ill
w
ar
d-
Sa
dl
er
 
et
 a
l. 
[8
7]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 р
ас
тя
ж
ен
ии
Ч
ел
ов
еч
ес
ки
е 
хо
нд
-
ро
ци
ты
/ д
ву
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
К
ул
ьт
ур
ал
ьн
ы
й 
пл
ас
ти
к
В
 с
ис
те
м
е 
из
уч
ал
и 
де
йс
тв
ие
 с
ил
 р
ас
тя
ж
ен
ия
 н
а 
ак
ти
вн
ос
ть
 м
ех
ан
оч
ув
ст
ви
-
те
ль
ны
х 
ио
нн
ы
х 
ка
на
ло
в.
 Д
ав
ле
ни
е 
со
ст
ав
ля
ло
 0
,0
16
 М
П
а 
и 
пр
им
ен
ял
ос
ь 
с 
ча
ст
от
ой
 0
,3
3 
Г
ц 
в 
те
че
ни
е 
20
 м
ин
ут
. Р
ез
ул
ьт
ат
ы
 в
оз
де
йс
тв
ия
 о
це
ни
ва
ли
 
в 
те
че
ни
е 
су
то
к
Fu
ku
da
 
et
 a
l. 
[8
8]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 р
ас
тя
ж
ен
ии
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
дв
ух
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
К
ул
ьт
ур
ал
ьн
ы
й 
пл
ас
ти
к
М
ак
си
м
ал
ьн
ая
 н
аг
ру
зк
а 
со
ст
ав
ля
ла
 1
0 
ци
кл
ов
 в
 м
ин
ут
у 
до
 д
еф
ор
м
ац
ии
 1
7%
, 
а 
м
ин
им
ал
ьн
ая
 –
 1
0 
ци
кл
ов
 в
 м
ин
ут
у 
до
 д
еф
ор
м
ац
ии
 5
%
С
и
ст
ем
ы
, о
сн
ов
ан
н
ы
е 
н
а 
ги
др
ос
та
ти
ч
ес
к
ом
 д
ав
л
ен
и
и
D
om
m
 
et
 a
l. 
[8
9]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 г
ид
ро
ст
ат
ич
ес
ко
м
 
да
вл
ен
ии
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
А
ль
ги
на
тн
ы
е 
ка
пс
ул
ы
В
 т
еч
ен
ие
 3
 н
ед
ел
ь 
во
зд
ей
ст
во
ва
ли
 н
а 
кл
ет
ки
 п
ер
ем
ен
ны
м
 г
ид
ро
ст
ат
ич
ес
ки
м
 
да
вл
ен
ие
м
A
ng
el
e 
et
 a
l. 
[9
0]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 г
ид
ро
ст
ат
ич
ес
ко
м
 
да
вл
ен
ии
М
М
С
К
 К
М
 ч
ел
ов
ек
а/
 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
Ги
ал
ур
он
ов
ая
 к
ис
ло
та
 
и 
ж
ел
ат
ин
П
од
 к
ом
пь
ю
те
рн
ы
м
 у
пр
ав
ле
ни
ем
 в
 т
еч
ен
ие
 н
ед
ел
и 
пр
и 
че
ты
ре
хч
ас
ов
ой
 
еж
ед
не
вн
ой
 с
ти
м
ул
яц
ии
 и
зу
ча
ли
 в
ли
ян
ие
 ц
ик
ли
че
ск
ог
о 
ги
др
ос
та
ти
че
ск
ог
о 
да
вл
ен
ия
 с
 ч
ас
то
то
й 
1 
Г
ц 
на
 а
гр
ег
ат
ы
, с
од
ер
ж
ащ
ие
 2
00
 0
00
 к
ле
то
к
С
и
ст
ем
ы
, о
сн
ов
ан
н
ы
е 
н
а 
сж
ат
и
и
D
av
is
so
n 
et
 a
l. 
[9
1]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 с
ж
ат
ии
К
ры
си
ны
е 
хо
нд
ро
-
ци
ты
/ т
ре
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ол
иг
ли
ко
ле
ва
я 
ки
сл
от
а
К
он
ст
ру
кц
ии
 к
ул
ьт
ив
ир
ов
ал
и 
3 
не
де
ли
.
А
м
пл
ит
уд
а 
ст
ат
ич
ес
ко
й 
ко
м
пр
ес
си
и 
со
ст
ав
ля
ла
 1
0,
 3
0,
 5
0%
, а
 д
ин
ам
ич
ес
-
ко
й 
– 
5%
 п
ри
 ч
ас
то
та
х 
от
 0
,0
01
 д
о 
0,
1 
Г
ц.
 О
бр
аз
цы
 п
од
ве
рг
ал
ис
ь 
ко
м
пр
ес
си
и 
в 
те
че
ни
е 
су
то
к
H
un
te
r 
et
 a
l. 
[9
2]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 с
ж
ат
ии
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
К
ол
ла
ге
н 
I т
ип
а
А
м
пл
ит
уд
а 
на
гр
уз
ки
 с
ос
та
вл
ял
а 
0,
 2
5,
 5
0%
 в
 т
еч
ен
ие
 0
,5
; 4
; 2
4 
ча
со
в 
пр
и 
ча
с-
то
те
 1
 Г
ц
H
un
te
r 
et
 a
l. 
[9
3]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 с
ж
ат
ии
Б
ы
чь
и 
хо
нд
ро
ци
ты
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
Ф
иб
ри
но
вы
й 
ге
ль
А
м
пл
ит
уд
а 
сж
ат
ия
 с
ос
та
вл
ял
а 
10
%
 п
ри
 ч
ас
то
те
 1
 Г
ц.
 К
ул
ьт
ив
ир
ов
ан
ие
 п
ро
во
-
ди
ли
 в
 т
еч
ен
ие
 1
0 
и 
20
 д
не
й
M
au
ck
 
et
 a
l. 
[9
4]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 с
ж
ат
ии
Т
ел
яч
ьи
 х
он
др
оц
ит
ы
/ 
тр
ех
м
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
А
га
ро
за
Ре
ж
им
 н
аг
ру
зк
и 
на
 к
ле
тк
и:
 ∼
10
%
 д
еф
ор
м
ац
ии
 с
 ч
ас
то
то
й 
1 
Г
ц 
в 
те
че
ни
е 
3 
ча
со
в 
5 
дн
ей
 в
 н
ед
ел
ю
 н
а 
пр
от
яж
ен
ии
 2
 м
ес
яц
ев
. А
га
ро
зн
ы
е 
ди
ск
и 
бы
ли
 
за
се
ле
ны
 к
ле
тк
ам
и 
с 
ни
зк
ой
 п
ло
тн
ос
ть
ю
 (1
0 
м
лн
 к
ле
то
к/
м
л)
 и
 в
ы
со
ко
й 
(6
0 
м
лн
 
кл
ет
ок
/м
л)
 п
ос
ев
а
D
ém
ar
te
au
 
et
 a
l. 
[9
5]
С
ис
те
м
а,
 о
сн
ов
ан
на
я 
на
 с
ж
ат
ии
Ч
ел
ов
еч
ес
ки
е 
хо
нд
-
ро
ци
ты
/ т
ре
хм
ер
на
я 
ку
ль
ту
ра
П
ол
иэ
ти
ле
нг
ли
ко
ль
те
ре
ф
-
та
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Системы, основанные на применении 
силы сдвига
Одна из основных сил, воздействующих на 
ткань – сила сдвига, создаваемая сжатием синови-
альной жидкости гладкими поверхностями хряща 
при движении сустава. На силу сдвига ткань реаги-
рует деформацией без изменения объема, создания 
градиента давления и потока жидкости. Верхняя 
зона хряща реагирует гибко и способна смещаться 
по вертикали до 15%, погруженные в этот слой хон-
дроциты изменяют форму в соответствии с векто-
ром приложенной силы.
Создавать силу сдвига в биореакторах можно 
разными способами. Самый простой – зафиксиро-
вать в орбитальном шейкере стандартные чашки 
Петри [63, 106]. Однако чаще применяют другой 
подход – культивирование во вращающейся колбе 
или в сосуде с магнитной мешалкой [68, 107]. При 
этом используемые клеточно-полимерные конс-
трукции должны быть закреплены внутри емкости, 
или хондроциты должны быть прекультивированы 
на микроносителях. В пористых микроносителях 
сила сдвига способна достичь только клеток, расту-
щих на поверхности, тогда как при отсутствии пор 
механический стимул воздействует на всю популя-
цию. Многие группы ученых использовали в своих 
устройствах силу сдвига, создаваемую орбиталь-
ным шейкером или вращающейся колбой [69–71, 
107–109].
Пример технически более сложной системы, 
созданной на основе вращающегося сосуда, – вы-
полненный из поликарбоната реактор диаметром 
5,75 см и объемом 110 мл. Он вращался вокруг сво-
ей центральной оси со скоростью 15–30 оборотов 
в минуту для поддержания флоатирования конс-
трукций в суспензии. Для предотвращения утечки 
культуральной среды сосуд был полностью закрыт 
и не сообщался с окружающей воздушной средой. 
Газовая смесь, содержащая 10% CO2, доставлялась 
через располагавшийся в центре вращающегося 
сосуда полый цилиндр диаметром 2 см, закрытый 
газопроницаемой силиконовой мембраной, кото-
рый был неподвижен, создавая ламинарный поток 
и силу сдвига. Вся система находилась в камере с 
контролируемой температурой.
Системы, основанные на перфузии
Перфузия жидкости через КИК в условиях in 
vitro обуславливает два типа физических воздейс-
твий одновременно – силу сдвига и гидростатиче-
ское давление [110].
В системах перфузии важно прочно закрепить 
культивируемые клетки, предотвращая их попада-
ние в поток культуральной среды. Это может быть 
достигнуто встраиванием клеток в полимерный 
матрикс и инкапсуляцией. Обе технологии были 
применены в перфузионной системе, где клетки 
вначале вводили в полимерный матрикс, а затем до-
полнительно окружали агарозной капсулой. Такие 
конструкции культивировали в стеклянном реак-
торе цилиндрической формы, заполненном культу-
ральной средой. Среда проходила через помещен-
ный в стандартный клеточный инкубатор реактор 
однонаправленно. Предусмотренные конструкцией 
стерильные фильтры в резервуаре со средой обеспе-
чивали газообмен с окружающей атмосферой.
Также была предложена интересная конструк-
ция проточного биореактора, состоящего из трех 
отделений. Верхний отсек включал канал шириной 
1,25 мм, через который питательная среда протека-
ла из резервуара в шприцевой насос (New Era Pump 
Systems Inc, США). Емкость с культуральной сре-
дой через стерильные фильтры сообщалась с ат-
мосферой в инкубаторе, в который помещали все 
устройство. В средний отсек глубиной 2 мм поме-
щали свиные хондроциты, заселенные в агарозный 
гель, а в нижний глубиной 4 мм – агарозный гель 
без клеток для поддержания гидратации ТИК и ее 
закрепления [78]. Известна схожая система, но с 
зам кнутой системой циркуляции среды [79].
Перфузию среды в замкнутой системе исполь-
зовали и в другой конструкции биореактора. Эта 
система включала пять небольших камер для куль-
тивирования, выполненных из поликарбоната, каж-
дая объемом 1,5 мл. Все пять камер устанавливали 
параллельно и пропускали через них поток культу-
ральной среды за счет работы одного перистальти-
ческого насоса.
Отметим, что наибольшее количество исследо-
ваний, включающих механическое воздействие на 
клетки с целью получения материала для регене-
ративной медицины суставного хряща, приходится 
именно на замкнутые перфузионные биореакторы, 
в которых проще обеспечивать условия стерильнос-
ти [83–85, 111, 112].
Описана улучшенная модель проточного биоре-
актора, позволяющая пропускать питательную сре-
ду через ячейку с ТИК в двух направлениях [86]. 
Известна система биореактора, включающая блок 
автоматического заселения клетками 3D-скаффол-
дов [113]. В состав этого устройства входили две 
стеклянные колонки, каждая из которых содержа-
ла полисульфон-тефлоновую камеру высотой 4 мм 
и диаметром 8 мм, соединенных в нижней части 
U-образной трубкой. Оптические сенсоры, нахо-
дящиеся на верхнем уровне каждой стеклянной 
колонки, оценивали клеточную суспензию и пе-
реключали направление потока. Такой биореактор 
был сконструирован для пористых керамических 
матриц, пен или сеток, заселенных хондроцитами 
или ММСК [113].
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Постоянная замена культуральной среды при 
перфузии позволяет наиболее эффективно в сравне-
нии с другими системами обеспечивать транспорт 
питательных веществ и газов к клеткам, а также 
выведение от них продуктов обмена веществ [114]. 
При этом небольшая скорость потока позволяет со-
здавать силу сдвига и гидростатическое давление 
на хондроциты, схожие с физиологическими при 
перемещении синовиальной жидкости во время 
движения сустава.
Системы, основанные на растяжении
Была предложена система биореактора, в кото-
рой создание небольшого гидростатического дав-
ления приводило к возникновению сил растяжения. 
Сложное устройство обеспечивало тесную взаимо-
связь обоих типов нагрузки. Хондроциты росли в 
монослое и покрывали дно чашки Петри, которую 
помещали в камеру с давлением. При этом газовая 
фаза взаимодействовала с обеими сторонами чаш-
ки. Объем газовой фазы под чашкой был значимо 
меньше, чем над ней, а соединялись они лишь через 
небольшое отверстие. Два клапана контролирова-
ли вход и выход в описываемую камеру из смеж-
ной герметичной. При давлении извне давление 
над чашкой быстро возрастало, причем в первые 
мгновения оно было чуть выше, чем позже при ус-
тановлении равновесия. Это короткое, но неравно-
мерное распределение давления было обусловлено 
относительной недоступностью пространства под 
чашкой Петри, куда изменение давления приходит 
позже. Будучи выполнена из гибкого материала, 
пластиковая чашка Петри прогибалась и вызывала 
растяжение дна, на котором был установлен дат-
чик деформации, определяющий силы растяжения. 
В результате описанных воздействий прикреплен-
ные ко дну клетки тоже растягивались [87].
В другом устройстве воздействию сил растяже-
ния подвергались лишь устойчивые мультислойные 
культуры. Система представляла собой видоизме-
ненный инкубатор для культивирования клеток. 
Хондроциты предварительно культивировали до 
образования монослоя, затем переносили в пласти-
ковую колбу, которую одним концом прикрепляли к 
стационарному зажиму, а другим – к подвижному. 
Ось вращения соединялась с подвижным зажимом, 
что позволяло системе создавать движения различ-
ных амплитуд и скоростей [63].
Также существует система направленного рас-
тяжения клеток для коммерческой продажи. В ней 
клетки предварительно культивировали в 96-луноч-
ном планшете, покрытым коллагеном I типа, а соот-
ветствующий привод задавал режимы растяжения. 
К преимуществам этого устройства можно отнести 
автоматизацию и возможность одновременного ис-
следования множества образцов [88].
Системы, основанные на гидростатическом 
давлении
Системы, основанные на гидростатическом дав-
лении, имеют более простую конструкцию, чем 
биореакторы предыдущей группы. В одном из пер-
вых таких устройств образец помещали в обычную 
пластиковую пробирку с культуральной средой. Га-
зовая фаза, находящаяся в пробирке выше среды, 
соединялась с барокамерой. Барокамера содержала 
два электромагнитных клапана, управляющих вхо-
дом и выходом газовой смеси, что позволяло изме-
нять давление в пробирке. Таким образом, в описан-
ной системе газовая фаза передавала создаваемое в 
барокамере давление на среду, содержащую обра-
зец. Основным недостатком этой простой конструк-
ции биореактора является хрупкость компонентов, 
способных выдержать лишь небольшие величины 
давления [63].
В последующих системах культуральная сре-
да подвергалась непосредственному воздействию, 
без передатчика – газовой фазы. В одном из таких 
устройств основной частью был стальной сосуд 
объемом 0,5 л, соединенный с насосом, способным 
создавать различные режимы давления до 50 МПа. 
Сосуд полностью заполнялся водой, а в его верхней 
части располагался шприц. При сжатии насосом 
воды внутри стального сосуда поршень, двигаясь, 
передавал гидростатическое давление на культу-
ральную среду с образцом, помещенную в шприц. 
Использование стального сосуда позволило при-
менять высокие нагрузки, даже выше возможных 
in vivo.
Другая, более сложная система обеспечивала воз-
действие давления на образец, находящийся в чаш-
ках Петри. Чашка Петри с образцом и средой плот-
но закрывалась непроницаемой для газа и жидкости 
гибкой мембраной и закреплялась внутри заполнен-
ной теплой водой стальной барокамеры. Гидравли-
ческий насос создавал гидростатическое давление, 
которое передавалось через гибкую мембрану на 
среду с хондроцитами, культивированными на об-
работанных поли-L-лизином пластиковых чашках. 
Клапаны гидравлической системы позволяли со-
здавать различное давление. Преимуществом такой 
системы является возможность создания высокого 
давления, сопровождающаяся точным контролем. 
Существенный недостаток такого биореактора, как 
и других, основанных на воздействии гидростати-
ческого давления, – отсутствие возможности смены 
среды и контролируемой подачи газовой смеси.
Сконструирован также биореактор с небольшим 
поршнем, который перемещается вверх и вниз пер-
пендикулярно КИК в заполненной жидкостью ка-
мере. Жидкость, вытесненная поршнем, в течение 
двух суток создавала давление до 10 кПа и напря-
115
ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ
жение сдвига, стимулируя хондроциты и имитируя 
динамическую среду сустава [115].
Системы, основанные на сжатии
Считается, что сжатие хряща в одном направ-
лении является основной нагрузкой в условиях in 
vivo [116].
Существуют системы для воздействия компрес-
сией на КИК, которые можно разделить на четыре 
группы: создающие статическую компрессию, ди-
намическую компрессию, динамическую сдвиго-
вую деформацию и косвенную компрессию.
Самый простой биореактор первой группы обес-
печивал одноосное сжатие одновременно в 24 об-
разцах. КИК помещали в чашку, накрывали вкла-
дышем, передающим нагрузку на конструкцию, а 
сверху устанавливали крышку с известной массой. 
Вторая группа включает биореактор, состоящий из 
двух планшетов на основе полисульфона. Он поз-
волял одновременно культивировать 12 образцов 
ТИК. При этом 12 перпендикулярных распорок 
устанавливались так, чтобы в каждой лунке ТИК 
зажималась между двух поверхностей, расстояние 
между которыми определялось величиной сжима-
ющей нагрузки и регулировалось толщиной про-
кладки из политетрафторэтилена внутри планшета. 
ТИК помещались в культуральную среду, при этом 
пространство над средой было заполнено газовой 
смесью, что обеспечивало газообмен для клеток 
[63]. Важной модификацией этой системы было 
добавление автоматического механизма управле-
ния со встроенными микрометрами, позволяюще-
го создавать циклические нагрузки. Также была 
усовершенствована фиксация образцов, сделавшая 
возможным контроль деформации при нагрузке на 
субмикронном уровне. Объем системы увеличили 
до 24 образцов. Это первая из описанных систем, 
размеры которой не позволяли поместить ее в стан-
дартный СО2-инкубатор для культивирования кле-
ток. В связи с этим в устройство добавили теплооб-
менник и блок контроля температуры. Кроме того, 
данная модель включала в себя блок для доставки 
стерильной газовой смеси в воздушное пространс-
тво прибора. В этом биореакторе исследовали КИК, 
содержащие заселенные хондроцитами скаффолды 
из различных материалов и эксплантаты от разных 
видов животных [91].
Существуют также системы, позволяющие ис-
пользовать стандартные 24-луночные планшеты. 
Один из таких биореакторов представлял собой 
ящик из полиметилметакрилата, помещенный в 
стандартный инкубатор. Планшет помещали внутрь 
биореактора. Автоматическое управление создава-
ло компрессионную нагрузку на главной пластине, 
которая через распорки передавала компрессию на 
образцы в каждой лунке.
Другой коммерчески доступный биореактор был 
способен за счет пневматического поршня созда-
вать циклические нагрузки. Давление передавалось 
на культивируемые в планшетах образцы за счет 
металлических штырей [117].
Кроме двух описанных выше моделей, подходя-
щих для стандартных планшетов, существуют ана-
логичные, создающие механическую компрессию 
скаффолдов с хондроцитами [92–94, 118, 119]. Все 
биореакторы этой группы основаны на одноосной 
компрессии и могут быть помещены в стандартный 
инкубатор. К ней относится модель [95], позволяю-
щая менять и перемешивать культуральную среду в 
биореакторе, что позволяет проводить длительные 
эксперименты с КИК хрящевой ткани. Культураль-
ная камера включала шесть лунок, центрированных 
под поршнями. Замена среды происходила через 
отверстие, соединенное с центральной лункой. Рас-
положенная в ней магнитная мешалка обеспечивала 
перемешивание среды без контакта с КИК.
Также был разработан биореактор, в котором 
керамический шар для замены головки бедренной 
кости диаметром 32 мм вдавливался в заселенный 
клетками скаффолд и двигался вокруг перпендику-
лярной ему оси. При этом динамическая компрессия 
возникала вдоль цилиндрической оси конструкций. 
Биореактор помещали в стандартный инкубатор 
[96, 97].
Биореакторы третьей группы систем, основан-
ных на компрессии, позволили применять одно-
временно прерывистые циклические силы сдвига и 
осевую деформацию [120, 121].
Значимым недостатком систем, обеспечиваю-
щих компрессию, является установка внутри био-
реактора вместе с клетками различных передатчи-
ков давления, что существенно усложняет создание 
стерильности. Таким образом, в соответствии с 
нормами GMP использовать в медицине подобные 
потенциально нестерильные устройства нельзя, 
они подходят лишь для фундаментальных иссле-
дований. Однако описана система, позволяющая 
обойти эту проблему и создать давление за счет 
привода, связанного с магнитом [101]. Предло-
женная система позволяла одновременно сжимать 
12 заселенных клетками скаффолдов диаметром 
5 мм и высотой 4 мм, помещенных в стандартные 
центрифужные пробирки объемом 15 мл. В каждую 
пробирку добавляли 4 мл среды и помещали маг-
нит, покрытый Tefl on, весом 10 г, что вызывало 40% 
одноосную деформацию скаффолда. Недостаток 
этой системы, как и других основанных на комп-
рессии, – отсутствие возможности замены среды во 
время нагрузки, что нарушает оптимальный обмен 
веществ и синтетические процессы, в том числе 
синтез ВКМ.
116
ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XVIII   № 4–2016
Системы, основанные на комбинации 
стимулов
Существуют системы, способные комбинировать 
высокое гидростатическое давление с перфузией в 
длительных экспериментах на заселенных клетка-
ми 3D-скаффолдах. Такой является модифициро-
ванная перфузионная система. Ее преимущество 
перед исходной состояло в создании как статичес-
кого гидростатического давления, так и цикличес-
кого [99]. Камера для культивирования схожего, но 
более сложного биореактора представляла собой 
стальной сосуд объемом 10 мл, в котором друг под 
другом в культуральной среде помещали несколь-
ко клеточно-полимерных конструкций. Камера для 
культивирования могла полностью отделяться от 
перфузионной системы клапанами с пневмопри-
водом. Вторая часть устройства, пневматический 
цилиндр с поршнем, могла передавать на среду 
с образцом давление до 13,5 Па. Таким образом, 
биореактор либо отделял камеру с образцом от 
перфузионной системы для воздействия гидроста-
тического давления, либо пропускал через нее по-
ток среды с питательными веществами. Подобный 
биореактор позволял создавать ТИК при различных 
режимах, схожих с условиями in vivo [100, 122].
Существует система, сочетающая сжатие с пер-
фузией. Она предназначена для создания трехмер-
ных КИК. При культивировании КИК распола-
галась в герметичном биореакторе, находясь под 
воздействием механических стимулов, схожих с 
подобными in vivo. Перфузия культуральной среды 
обуславливала возникновение сил сдвига и увели-
чение метаболической активности клеток. При этом 
устанавливали в центре цилиндрического реактора 
пластину из поликарбоната так, чтобы она пред-
ставляла собой границу между двумя отсеками. Че-
рез нижний отсек со скоростью потока 0,5 мл/мин 
поступала питательная среда, верхняя же камера 
содержала отверстие для оттока среды и магнитный 
механизм, создающий сжатие. Магнит, покрытый 
Tefl on, управляется движением другого магнита. 
Такая конфигурация устройства – бесконтактная 
нагрузка – имеет большое значение в работе биоре-
актора: деформация создается без ущерба стериль-
ности. Находящийся на периферии датчик дефор-
мации с высоким разрешением позволял оценивать 
силу, создаваемую движением магнита. Важно, что 
данный биоректор представлял собой замкнутую 
систему циркуляции культуральной среды, содер-
жащей детекторы рН, рО2, рСО2, концентрации 
глюкозы и лактата, насосы и клапаны, позволяю-
щие автоматически контролировать направление 
перфузии. Таким образом, описываемая система 
позволяла определять основные параметры в режи-
ме реального времени без нарушения стерильнос-
ти [101].
Описано устройство, сочетающее возможность 
динамического сжатия с вращением [102].
Была предложена интересная конструкция био-
реактора, позволяющая создавать как силу сдвига 
за счет перфузии культуральной среды, так и гид-
ростатическое давление [103]. Гидростатическое 
давление создавалось при закрытии крана между 
камерой, содержащей скаффолд с клетками, и ре-
зервуаром, установленным после нее по ходу тече-
ния жидкости.
Разработаны биореакторы, сочетающие ком-
бинации перфузии и высокого гидростатического 
давления [99, 100, 103], сжатия и вращения [102], 
перфузии и сжатия [101], перфузии и центрифуги-
рования, перфузии и ультразвука. Также клеточно-
полимерные конструкции фиксировали в сосуде, 
наполовину заполненном культуральной средой 
для сочетания перфузии и вращающегося вала 
[123, 124].
Разработан механический биореактор, чтобы од-
новременно или по отдельности создавать сжатие и 
деформацию сдвига при различных режимах напря-
жения и частоты в контролируемой среде [125].
Заметим, что при движении сустава на клетки 
хрящевой ткани оказывает влияние целый комплекс 
физических сил, что указывает на большее прибли-
жение условий для развития и роста хондроцитов 
внутри биореакторов, использующих комбинацию 
воздействий, к естественным.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предполагалось, что суставной хрящ будет од-
ной из первых искусственно созданных тканей. Од-
нако оказалось, что архитектура и биомеханические 
свойства нативной ткани сложны для воспроизведе-
ния. Несмотря на значительные экспериментальные 
усилия, лишь ограниченное число исследований до-
шли до стадии клинических испытаний [126]. По-
нимание динамических процессов, происходящих 
в хряще под действием механических факторов, 
необходимо для поддержания структуры и функции 
ткани, а также для воспроизведения в ТИК, что мо-
жет стать одним из ключевых факторов в создании 
полноценной ткани [127]. Например, градиент пи-
тательных веществ и факторов роста, создаваемый 
в биореакторе, определяет зональность в ТИК хря-
ща [128].
Обобщая вышесказанное, можно сделать вывод, 
что для формирования КИК хрящевой ткани в пол-
ноценный хрящ необходимо сочетание оптималь-
ной структуры скаффолда, факторов роста и ме-
ханической стимуляции. Исследования по первым 
двум составляющим ведутся сравнительно давно, 
исследования по поиску наилучшей конструкции 
биореактора для выращивания хряща сравнительно 
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молоды, однако такие работы из стадии разработки 
уже перешли в группу рутинных методов клеточной 
и тканевой инженерии суставного хряща.
Анализ литературы указывает на отсутствие 
единых стандартов для таких параметров создания 
ТИК в биореакторе, как концентрация кислорода, 
скорость потока, гидростатическое давление, сила 
сжатия и сдвига, что ограничивает их применение. 
Таким образом, необходимость более глубокого 
изучения влияния биофизических факторов на ТИК 
суставного хряща и разработка единых протоколов 
механических воздействий несомненна [129].
Одним из перспективных подходов, позволяю-
щих достичь существенного прогресса в выборе 
типа физического воздействия и подборе его опти-
мальных режимов в каждом конкретном случае, мо-
жет стать метод биомоделирования. Многие груп-
пы ученых работают в данной области. Ficklin et al. 
предложили конечно-элементную модель роста хря-
ща, позволяющую прогнозировать геометриче ские, 
биомеханические и биохимические показатели 
выращенных образцов тканей, что, возможно, поз-
волит усовершенствовать протоколы эксперимен-
тов и обогатит знания о росте суставного хряща in 
vitro [130]. Kallemeyn et al. разработали пороэласти-
ческую конечно-элементарную модель трехосного 
компрессионного биореактора, имитирующего фи-
зиологическую нагрузку на суставной хрящ [131]. 
Hussein et al. создали модель перфузионного био-
реактора с использованием метода решеток Больц-
ма на [132]. Культивирование клеток в проточной 
системе смоделировали Raimondi et al. [133], а во 
вращающейся – Nikolaev et al. [134]. Также разрабо-
тана математическая модель для культивирования 
хондроцитов, заселенных в пористый скаффолд в 
условиях перфузии и с двусторонним направлени-
ем потока [135]. Отметим, что некоторые группы 
ученых вначале создавали компьютерную модель 
биореактора, а лишь потом применили ее на прак-
тике [118, 136].
Доказанная в многих исследованиях эффектив-
ность позволяет надеяться на внедрение биореак-
торов в широкую клиническую практику. Отметим, 
что важной задачей в описываемой области является 
преобразование лабораторных прототипов биореак-
торов в производственные системы и подбор наи-
лучших режимов их работы для культивирования 
ТИК суставного хряща для больных артритом. Та-
кие системы должны не только создавать оптималь-
ную механическую нагрузку, но и осуществлять 
контроль параметров культивирования клеток, та-
ких как температура, рН и парциальное давление 
газов. Также они должны обеспечивать доставку 
питательных веществ и выведение вредных про-
дуктов обмена. Отметим, что все перечисленные 
процессы должны проходить в стерильных услови-
ях, что может быть достигнуто лишь в замкнутом и 
герметичном биореакторе. Для массового использо-
вания описанная система должна одновременно по-
вышать качество создаваемых имплантатов и иметь 
экономически обоснованную стоимость [137].
Суммируя все вышесказанное, хочется отметить, 
что получение новых и обобщение уже имеющихся 
данных в области разработки биореакторов акту-
ально и имеет высокое практическое значение, так 
как подобные работы будут способствовать улуч-
шению качества ТИК хрящевой ткани и снижению 
случаев неэффективности проводимой с их исполь-
зованием терапии.
Исследование  выполнено частично за счет 
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